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  A mesophilic cyanobacterium Anabaena sp. PCC 7120 shows drought stress tolerance. It has been 
expected that PSII complexes of Anabaena have unique photosynthetic properties. In this study, to 
establish the method for isolation of intact PSII complexes, we compared the properties of PSII complexes 
isolated from membranes that had been obtained through cell disruption with glass beads or lysozyme 
treatment. PSII complexes isolated through the mechanical or enzymatic cell disruption both showed 
highly O2-evolving activities of about 1,300 µmol O2 mg Chl-1h-1. We also investigated the effects of 
compatible solutes on properties of PSII complexes from Synechocystis sp. PCC 6803. It was found that 
trehalose and sucrose have roles to stabilize the binding of extrinsic proteins to PSII and also to maintain 
the native structure of QB binding site.  
Key Words : photosystemⅡ, lysozyme, compatible solutes 
 
 
1. 緒言 
光化学系Ⅱ複合体(PSII)は光合成酸素発生反応を担う
超分子複合体である(図 1). 近年, X 線結晶構造解析によ
り好熱性シアノバクテリアのPSIIの原子構造が明らかに
された. 一方,中温性の光合成生物の PSII については,構
造が不安定でインタクトな標品の単離すら成功していな
い . 本研究では中温性の光合成生物からインタクトな
PSII 標品の単離法を確立することを目的とした. 中温性
シアノバクテリアのAnabaena sp. PCC 7120が乾燥スト
レス耐性をもつこと[1]に着目し Anabaena 細胞から高活
性の PSII 標品の単離を試みた. 細胞破砕時に酸素発生活
性の低下がおこる懸念があったため, ガラスビーズによ
る物理的破砕法とリゾチームによる酵素分解法の各々の
方法で破砕した細胞から PSII 標品を単離し, 細胞破砕法
の違いが単離 PSII 標品の特性に与える効果を調べた.い
ずれの破砕法を用いても単離PSII標品は高い酸素発生活
性を保持していたが, PSII 還元側の QB部位に結合する電
子伝達阻害剤DCMUの阻害率が低下していたため, QB部
位が構造変化していることが示唆された. 
そこで, 研究の後半部分では, QB部位の構造を維持す
る条件を明らかにするため, タンパク質安定化作用のあ
る適合溶質が中温性シアノバクテリア Synechocystis sp. 
PCC 6803 の PSII の構造・機能に及ぼす影響を調べた. 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  PSII 複合体の模式図 
 
2. 実験方法 
細胞破砕には 0.1 mm ガラスビーズまたは 0.15%卵白リ
ゾチームを用いた. 酵素処理は28℃, 15分間行った. PSII
のサブユニットの一つである CP47 の C 末端に His-tag
を付加した株を用いてNiカラムクロマトグラフィーによ
り PSII 標品を精製した[2]. 
 
3. 結果と考察 
(1) 酸素発生活性 
ガラスビーズ処理とリゾチーム処理で得た各々の細胞
ホモジェネートから単離したPSII標品の酸素発生活性は
いずれも約 1,300 µmolO2mgChl-1h-1 と比較的高かった.
ただし QB部位の構造維持の指標である DCMU 阻害率が
Anabaena は 50%程度と Synechocystis に比べ 20%ほど
低く, Anabaena の QB部位は破砕法によらず精製の過程
で構造変化していることが示唆された（表 1）. 
 
   
表 1 異なる破砕法を用いて単離した PSII 標品の 
酸素発生活性と DCMU 阻害率 
 
 
 
 
 
(2) 異なる破砕法により単離した PSⅡ標品の評価 
PSⅡ標品のタンパク質組成を SDS-PAGE で解析した.
いずれの破砕法でもPSII特有のサブユニット組成を示し
た (図 2a). 435 nm の光でクロロフィル (Chl) を励起し
た PSII 標品の低温蛍光スペクトルでは, 細胞でみられた
720 nm の PSI 由来の蛍光ピークが消失し, 695-685 nm
の PSII 由来の蛍光ピーク(図 2b)が増大したことから, 両
方の破砕法で PSII 精製が成功したことがわかった. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 異なる破砕法を用いて単離した PSII 標品の評価 
a. SDS-PAGE：b. 低温蛍光スペクトル 
 
(3) 酸素発生活性に対する適合溶質の効果 
QB部位の構造を保ったPSII標品を得るために, タンパ
ク質安定化作用のある適合溶質[3]の添加が有効かどうか
検討した.  Synechocystis の PSII 標品を用いて, 適合溶
質のショ糖,トレハロース,ベタインの効果を調べた. 酸素
発生活性を所定濃度の適合溶質を含む溶液で測定したと
ころ, ショ糖,トレハロースは濃度依存的に活性を増大さ
せたが, ベタインは逆に阻害的に働いた（図 3）. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図 3 酸素発生活性に対する適合溶質の効果 
 
(4) PSII の還元側に対する適合溶質の効果 
 1 M の適合溶質存在下で酸素発生の DCMU 阻害率を
測定した. ショ糖とトレハロース存在下で顕著に高い阻 
害率になった（図 4a）. つぎに 1 M 適合溶質存在下で QA-
からQBの電子伝達を閃光誘起Chl蛍光減衰で測定したと
ころ,ショ糖とトレハロース存在下でQA-からQBの電子伝
達速度が上昇した(図 4b).トレハロースとショ糖は QB部
位の構造を保ち QA- →QB の電子伝達を正常化する役割
をもつことが示唆された. 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4  PSII 還元側に対する適合溶質の効果 
a. DCMU 阻害率：b. 閃光誘起 Chl 蛍光 
 
(5) PSII の酸化側に対する適合溶質の効果 
PSII複合体は高温に曝されると酸素発生触媒中心のMn
クラスターを安定化している表在性タンパク質が解離す
る. 1 M 適合溶質の存在下で PSII 標品を 44℃で 20 分間高
温処理したのち，超遠心により, 解離した表在性タンパク
質を含む上清と PSII 複合体を含む沈殿に分画し
SDS-PAGE で解析した(図 5). 適合溶質はベタイン→トレ
ハロース→ショ糖の順に高温処理による表在性タンパク
質の解離を抑制する効果をもつことがわかった. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 熱処理後の PSII 標品における SDS-PAGE 解析 
 
4. 結言 
ガラスビーズ処理またはリゾチーム処理した
Anabaena の細胞ホモジェネートから，高い酸素発生活性
をもち，かつ高純度な PSⅡ標品を単離することに成功し
た．適合溶質のトレハロースとショ糖は，表在性タンパ
ク質と QB部位の構造を保つ効果をもつことがわかった．
これらの適合溶質を精製用溶液に加えることで，更にイ
ンタクトな標品が単離できる可能性が示唆された. 
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